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論文内 容の要 旨
蛋白質の諸性質が，そのおかれている環境によって変化することから変性剤中の挙動より構造と安
定性についての知見を得ょうとする試みは広く行なわれているo 日ゾチームの水溶液中の構造と安定
化の機構を，変1生から明らかにしようとした。
リゾチーム分子にふくまれているトリプトファン (6 ケ) ，チロ V ン (3 ケ)の変性剤による存在
状態の変化を紫外部吸収スペクトノレの変化で、調べ，旋光分散の測定から得られる 2 次構造に関する知
見を合わせて構造変化を研究した。
5M以上の塩酸グアニジンの存在により， 9 ゾチームは完全に unfold した形となるが， 7.2M 尿
素では， 紫外部吸収スペクトノレに変化が起こるがヘリックス量は native なりゾチームと同じであ
る。これらのことは， native なリゾチームはヘリックス構造の外に他の構造を持っていることを示
唆する。ヘリックス構造以外に存在している内部構造の性質と安定性をアルコーノレ類水溶液中の挙動
から検討した。
水溶液中の日ゾチームに対して，種々の濃度のメタノーノレ溶液中のリゾチームとの聞に生ずる差ス
ベクトノレは60%までのメタノーノレの存在によって， 292mμ における吸・光度(ムε29Jが直線的に増加
する。これは， native なりゾチームにおいて表面にあって溶媒と接しているトリプトファン残基に
対する溶媒効果のみをあらわしている。 70%以上のメタノーノレの存在は，差スペクトノレの形を変え，
ムε292 は減少する。これは，分子の内部にうめこまれていて高い屈折率を持つ環境にあったト P プト
ファンが露出されて， 溶媒と接するようになったために生ずるスペクトノレの“blue shift" によるも
のと考えられる。一方，旋光分散の測定により得られるパラメーターb。の値は，メタノーノレ濃度の増
加によってほとんど変化しない。 同様の挙動はエタノーノレ中でも見出された口又， 50%-isoープロパ
ノーノレ， 30%-n-プロパノーノレ， 65%-エチレング P ューノレモノメチノレエーテノレ， 16%以上の2ークロロ
-78 ー
エタノーノレもムε292 を減少させるけれども， いずれの場合もへ日ックス量の減少は見出されない。
しかし，グリセローノレは，ムε292 の減少を起こさせない。エチレングリコーノレも叉，ムε292 にもヘリ
ックス量にも影響を与えないことが報告されている。
ムε292 の減少に及ぼすアノレコーノレ類の効果はアノレキノレ鎖の長さと共に炭化水素含量の高い程，強力
となるが， OH 基の導入は，その効果を著しく弱めることが示されたD ムε292 の減少の起こる前に旋
光度，粘度等は変化せず，ムε292 の減少後に変化する D
ムε292 の減少は， 1 部のト P プトファン残基のマスクされている内部構造の破壊を示している。この
ような内部構造の破壊された分子は， flexibility を増大する o これは 2-クロロエタノーノレ中におい
てムε292 の減少が起こるとヘリックスが増加するより前に粘度の増加が起こることより示される。
又，メタノーノレ，エタノーノレ，プロパノーノレ中で、は会合を起こす。内部構造の破壊された分子は環壊
に応じて大きな conforma tion の変化を起こす。
iso- フ。ロパノーノレ， 70%以上， n-プ。ロパノーノレ， 40%以上， 2- クロロエタノーノレ32%以上， αーモノ
クロロヒドリン60~ぢ以上等ですべてヘリックス構造を増加していることが示された。 2- クロロエタノー
ーノレは特に蛋白質に対してへりックスを形成させるので有名であるが， リゾチーム分子において，メ
タノーノレ，エタノーノレ，プロパノーノレ等の酸性溶液中の挙動は全く 2-クロロエタノーノレと同様であり
ヘリックスを形成させた。
エナレングリゴーノレモノメチノレエーテノレも叉，内部構造を破壊されたりプチーム分子ではヘリック
スを形成させた。
以上の結果よりリゾチーム分子にはヘリックス構造と共に内部構造が存在し，その安定化には
hydrophobic bonds が重要な役割を果していることが明らかにされた。
論文の審査結果の要旨
油谷君はさきに浜口氏らと共同してリゾチームの構造にはラセン構造のほかにおそらくはクロス β
構造と思われる internal fold の存在していることを指摘しているが，この論文は，その構造を安定
化している力の本性を知らんとして行なった研究に関するもので主論文は 2 篇よりなっている口
まず第 1 篇においてはメタノーノレ，プロパノーノレ，イソプロパノーノレなどの一価アノレゴーノレ，エナー
レングリコーノレおよびグ P セローノレなどの 2 価および 3 価のアノレゴーノレ類をこの蛋白質に変性剤とし
て加えたときの conformation の変化を残基旋光度， Moffitt のパラメーターao ， bo ， 還元粘度，紫
外差スペクトノレの測定などによって追求した。紫外差スペクトノレではL- ロイì/}レーLートりプトファン
の同じ溶媒条件における差スペクトノレとの比較をも行なった。
その結果リゾチーム分子の intemal fold は変性剤として用いるアノレゴーノレの炭素鎖長に関係して
破壊され，また炭化水素基の含量に比例して破壊される。他方エチレングリコーノレおよびグリセロー
ノレなどは D ゾチームの intemal fold およびラセン含量に対してほとんど有意の影響をおよぼさない
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ことがわかった。これらの結果はアノレキノレ鎖によって internal fold がこわされるが，溶媒の水酸基
はその構造変化には関与しないことを示しているo これらの事実から主として internal fold が疎水
結合によって保たれていることがわかる。またエタノーノレやメタノーノレの添加は分子のラセン含量に
変化は与えぬが， n-およびイソープロパノーノレの添加によってラセン含量が増加するが，エタノーノレ
およびメタノーノレを添加したときでも塩酸酸性ではラセン含量が増加し，旋光性のほか紫外差スペク
トノレの挙動も2- クロロエタノーノレ中における変化と類似するととを見出している。
次に第 2 篇においてはエチレングリゴーノレモノメチノレエーテノレと塩酸グアニジンとの溶液にリゾチ
ームを溶かした場合，これにさらに2-クロロエタノーノレを添加した系について，旋光性および紫外差
スペクトノレの測定より混合変性剤中での conformation 変化をしらベた塩酸グアニジンは水素結合を
切断し蛋白質のラセ γ構造を破壊することはよく知られているが，エチレングリコーノレモノメチノレエ
ーテノレや 2 クロロエタノ←ノレのような水素結合の生成を促し internal fold をこわすものと混合した
溶液では塩酸グアニジンも internal fold の破壊を促進することがみとめられた。しかしながら塩酸
グアニジンの添加でこわされた intemal fold はさらにエナレ γ グリコーノレモノメチノレヱーテノレを添
加するとラセン構造に移行することが示された。このことからリゾチームには疎水結合で主として安
定化されている internal fold の存在することが明らかとなった。
以上油谷君の研究はリゾチームが球状蛋白質としての形状保持に主として疎水結合によって保たれ
ている内部構造のあることを明らかにすることができた。リゾチームの構造と題する参考論文 3 篇も
各種変性剤による構造変化を論じたものでいずれも蛋白質化学に重要な知見を与えている。従って油
谷君の論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める白
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